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NOTAMMENT DANS LA PREPARATION D'UN VACCIN. 

(57) Proteine de fusion, caracterisee en ce qu'elle com- 
porte au moins une partie de ta proteine pp65 du cytome- 
galovirus (ou CMV), ou d'une proteine presentant au moins 
80% d'homologie avec la proteine pp65, en association 
avec au moins un second fragment peptidique derive du 
CMV, 

L'invention conceme egalement une sequence nucleoti- 
dique codant pour une telle proteine, ou une composition 
pharmaceutique les contenant Elle se rapporte aussi a 
('utilisation a titre de medicament et a un procede de prepa- 
ration de la proteine. 
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La presente invention se rapporte a dc nouvelles associations de 
prolines, et a leur utilisation comme medicament. Plus particulierement, 
elle concerne la mise au point de vaccins contrc le CMV. 

Le cytomegalovirus humain (CMV), un virus cnveloppe a ADN 
5 double brin de 230 kpb est le plus gros de la famillc des Herpes virus. 
Comme les autres membres de cette famille de virus, il est prdscnt sous 
forme latente et peut subir des reactivations repdtees conduisant i une 
viremie plusieurs ann^es apres l'infection initiale. Le CMV est largement 
repandu a travers le monde et s'il est bien tolere par les individus sains, il 
10 est associe k des pathologies aux consequences souvent dramatiques pour 
le foetus et les immunodeprimes (greffes, sida, cancer) (pour revue voir 
(D). 

A la suite d'une primo-infection en cours de grossesse, la 
transmission verticale du virus au foetus par voie trans placentaire est 

15 source de complications chez le nouveau ne. Ce sont en particulier des 
troubles sensoriels (vision, audition) et des retards mentaux importants 
survenant au cours des premieres anndes de la vie. L'infection par le CMV 
est associ^e au rejet du greffon chez les transplants (allogreffes de 
moelle, de rein, de coeur, de foie). Elle represente une des infections 

20 opportunistes les plus dramatiques chez les individus HIV+ qui, malgre une 
chimiotherapie par des antiviraux, sont victimes de pathologies souvent 
mortelles. Pour toutes ces raisons Pinfection par le CMV soulevc un 
probleme de same publique important. 

L'utilisation d'antiviraux non specifiques comme Ganciclovir* et 

25 Foscarnet* pendant la greffe pose des problemes de cytotoxicity. Les effets 
secondaires imposent souvent la diminution des doses ou l'arret du 
traitement, ce qui expose au risque de reprise des troubles associes a 
Tinfection virale. L'injection intraveineuse k haute dose 
d'immunoglobulines a permis dans certains cas une reduction de la 

30 frequence des pneumopathies et des rejets. Des tentatives 
d'immunotherapie adoptive ont cte developpecs en injectant & des 
receveurs de moelle des clones de cellules T cytotoxiques specifiques dc 
CMV (2). La lourdeur de ces traitements souleve lc probleme de leur 
utilisation systematique et dc leur cout elev6. 

35 
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La mise au point d'un vaccin sous unitaire aurait une importance 
capitale pour les futures meres. En effet il.a ete montre que Timmunite 
maternellc acquise avant la conception pouvait proteger les nouveau-ncs 
contre les mefaits d'une infection congenitale (3). Le developpement 
5 d'une immunite anti CMV chez les transplants serait un facteur 
important contre le developpement des maladies assocides k Tinfection. 
Des essais de vaccination avec du virus attenud dc la souche de Townc ont 
ete effectues et sont en cours chez des volontaircs sdronegatifs et des 
greftes seron6gatifs ayant recu un greffon de donneurs seropositifs (4). 

10 Dans la majorite des cas, la vaccination a r£duit la s£v£rite des maladies 
associees k la replication du virus. Dans la mesure ou Tactivite pathogene 
de tels vaccins n'a pas ete definitivement exclue, et ou I'utilisation de 
vaccins vivants peut provoquer des reactions secondares graves chez des 
individus immunodeficients, de nouvelles approches utilisant des 

15 proteines virales recombinantes en presence d'adjuvants sont en cours de 
developpement. 

[/importance pour la sant£ publique du developpement d'un vaccin 
anti CMV n'est plus a demontrer devant le probteme pos6 par Tinfection 
congenitale jusque Ik sous estimee par la communaute medicale. 

20 Les Economies realisees en elaborant une politique de prevention 

des maladies liees k Tinfection par le CMV chez les individus k risque 
seraient substantielles. En effet, des estimations du cout associe a la 
vaccination d'un individu et a sa prise en charge (analyses serologiques, 
vaccin, traitement d'effets secondaires mineurs) montrent qu'il serait 

25 environ 50 fois inferieur k celui des soins apportes k un nouveau n€ 
victime d*une infection congenitale. L'infection a CMV est observ^e chez 
les 2/3 des transplantes renaux et k une frequence £levde chez les autres 
transplantes. Si Ton considere que 1'infection est associ6e a des 
complications chez environ 1/3 d'entre eux, le cout annuel ajoute k celui 

30 de la transplantation est considerable. Malgrd Timpact de drogues comme 
le Ganciclovir*, Tinjection dc gammaglobulincs ou le transfcrt dc clones T 
anti CMV sur la maladie, la prevention de Pinfection primaire et de la 
reactivation chez ces patients doit etre une prioritc. Les benefices de 
Timmunisation sont evidents autant sur le plan clinique qu'economique. 

35 
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La Demanderesse a maintenant trouvc que Passociation de la 
proteine pp65 du CMV, ou de Tun de ses fragments, avec un autre haptene 
ou antig£ne du CMV permci dc potentialiser la reaction immunogene vis- 
a-vis de ce virus, notammcnt en stimulant les companiments T CD4+etCD8 + 
contre le virus. 

Cest pourquoi la presente invention a pour objet une proteine de 
fusion, caract£ris£e en cc qu'ellc comporte au moins une partie de la 
proteine pp65 du cytomegalovirus (ou CMV), ou d'une proteine prcsentant 
au moins 80% d'homologie avec la proteine pp65, en association avec au 
moins un second fragment peptidique derive du CMV. 

La proteine pp65 est une proteine de matrice du CMV, qui est 
internalisee dans les cellules et delivree dans le cytosol en meme temps 
que le virion, tres peu de temps apres l'infection. 

Elle peut etre utilisee entiere ou sous forme d'un ou plusieurs 
fragments ; les fragments peptidiques entrant dans la proline chim£re 
ont de preference une longueur superieure ou egale k 9 acides amines, et 
couvrent differentes restrictions HLA de classe I. La Demanderesse a 
montre qu'un peptide de la proteine pp65 d'une longueur superieure & 9 
acides amines peut etre internalise par une cellule presentatrice et 
presente par une molecule du CMH de classe I a une lignee TCD8+ 
specifique. L'int£ret de constructions incluant ces peptides et la proteine 
IE1 en vaccination serait lie a Putilisation d'antigenes capables d'entrcr 
dans la cellule presentatrice par une voie unique d'endocytose et d'induire 
a la fois une reponse TCD4+ et TCD8+. 

De preference le second fragment peptidique present dans la 
proteine de fusion est constitue par la proteine IE1 ou Tun de ses epitopes, 
ou par une proteine presentant au moins 80% d'homologie. 

En effet, la sequence polypeptidique de IE1, proteine de regulation 
majeure du cycle viral est tres conservee entre les differentes souches 
virales. L'introduction de cette proteine dans un vaccin sous unitaire 
permettrait Pinduction de cellules TCD4+ auxiliaires mcmoires capables dc 
cooperer a Pinduction de cellules TCD8+ cytotoxiques anti-pp65 et a la 
production d'anticorps contre la proteine d'enveloppe gB, soumise a une 
plus grande variabilite ("cross help"). En effet, il a ete montre que la 
majorite des anticorps neutralisants presents dans lc serum des individus 
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infectes etaient diriges contre la glycoproteine d'cnveloppe virale gB 
(UL55). Pour cette raison, la proteine gB a etc considerce comme un des 
antigenes viraux les plus importants pour la vaccination. De nombrcux 
protocoles utilisant des virus recombinants (Adenovirus, Vaccine, 
5 Canaripox...) ont ete dcveloppcs ( 5, 6, 7). 

Les probtemes poses par ces vaccins sont lids soit au caract£re 
pathogene des virus vivants, soit au fait qu'ils induiscnt des taux 
d'anticorps trop faibles. Une alternative est l'utilisaiion d'antigenes 
recombinants associes a des adjuvants. L'associaiion de la glycoproteine gB 

10 a la proteine chimere IEl-pp65 dans une structure permettant le maintien 
de sa conformation, indispensable & son immunogenicite, offrirait un 
moyen de stimuler les compartiments T et B de la reponse anti virale. De 
plus, Pactivation des cellules TCD4+ anti-IEl, mediee par la reconnaissance 
des peptides IE1 associes aux molecules du CMH de classe II, pourrait 

15 permettre de controler la replication du virus dans les cellules voisines 
soumises & Teffet de liFNy et du TNFa (8). Ces hypotheses ne sont bien 
entendu aucunement destinees a limiter la portee de l'invention. 

On peut notamment utiliser le fragment e4 de la proteine IE1 du 
CMV, ou un fragment peptidique presentant au moins 80% d'homologie 

20 avec ledit fragment e4. e4 ou exon 4, qui comprend 406 acides amines est 
un fragment de la proteine IE1, qui comporte 491 acides amines. 

Selon un autre aspect avantageux de l'invention, la proteine de 
fusion comprend a) le fragment delimit^ par les residus d'amino-acides 
162 et 175 de la sequence de la proteine IE1 ou, 

25 b) un fragment peptidique presentant au moins 90% 

d'homologie avec ledit fragment mentionne en a). 

D'autres Epitopes conviennent k la mise en oeuvre de l'invention, 
tels ceux mentionnes par Davignon et al (8). 

La proteine de fusion selon Tinvention peut contenir en outre un 

30 fragment peptidique derive d f un microorganisme different du CMV, et/ou 
tout fragment polypeptidique permettant sa purification ulterieure du 
type des sequences "Tag"; ces sequences placees en amont ou en aval de la 
proteine d'interet permettent de la purifier ou de la marqucr ; on peut 
citer a titre d'exemples Tutilisation de (J-galactosidase, d'hexameres 

35 d'Histidine (His^...), ou de GST. Selon un mode de realisation prefcre, la 
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proline de fusion comporte un fragment peptidique derive d'une enzyme 
a activite glutathion-S-transferase (ou GST). 

La proteine GST facilitcra notamment la purificaiion dc la proteine 
de fusion a partir d'un milieu de culture complexc. 
5 L'invention a ainsi pour objet une proteine chimere GST-IEl-pp65 

de 1 45 kDa, qui peut etre produite dans E coli. Son immunog6nicitd a et£ 
mise en evidence in vitro, par la proliferation de clones de cellules TCD4+ 
specifiques de IE1 et par la lyse de cellules cibles incub^es en presence 
d'une lignee TCD8+ specifiques de pp65. La Demanderesse a montrd que la 
10 proteine sous forme soluble et ses fragments, permettaient de stimuler in 
vitro les compartiments TCD4+ et TCD8+ de la reponse cellulaire specifique. 
Ces resultats font de cette proteine un reactif de choix pour la conception 
d'un vaccin sous unitaire. 

Les sequences nucleotidiques codant pour une proteine de fusion 
15 telle que definie ci-dessus sont egalement comprises dans Tinvention. 

Les proteines de fusion et les sequences nucleotidiques 
correspondantes sont utiles k titre de medicament, et peuvent plus 
particulierement etre utilisees pour la preparation d'un vaccin destine a 
prevenir les infections provoqu6es par le CMV. Un tel vaccin sera 
20 susceptible d'induire une reponse efficace contre une infection primaire 
avant que le virus ne se soit replique activement. 

Selon un autre de ses aspects, l'invention a pour objet une 
composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle contient 

a) au moins une partie de la proteine pp65 du CMV t ou d'une proteine 
25 presentant au moins 80% d'homologie avec la proteine pp65, en 

association avec au moins un second fragment peptidique derive du 
CMV, ou 

b) des sequences nucleotidiques codant pour les peptides mentionn6s en 
a). 

30 Outre les excipients de formulation connus de 1'homme du metier, 

tels que stabilisants, conservateurs, anti-oxydants, et adaptes a la voic 
d'administration, en particulier la voie injectable, les compositions 
pourront contenir des adjuvants d'immunite. Elles peuvent egalement 
contenir d'autres epitopes du CMV. Enfin elles peuvent etre formulees 

35 avec des systemes ameliorant le transport et la presentation des molecules 
aux cellules cibles. 
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Les proteines pourront etre sous forme dc plusieurs proteines 
disrinctes dans la composition ; elles pourront egalement eire sous forme 
d'une proteine de fusion telle que decrite precedemment ; il cn est de 
meme pour les sequences nuclcotidiques correspondantes. 

La composition peut contenir en outre d'autres epitopes cn 
particulier des antig£nes d'cnveloppe du CMV, comme la proline gB. 

Selon encore un autre aspect, 1'invention a pour objet un procMe 
de preparation d'une proteine de fusion, caracterisd en ce qu'on proc£de 
aux etapes suivantes : 

a) on lie une premiere sequence d'ADN codant pour au moins une partie 
de la proteine pp65 du CMV avec une seconde sequence d'ADN codant 
pour un autre polypeptide ou proteine derive du CMV de maniere a 
obtenir une sequence d'ADN recombinant codant pour une proteine de 
fusion, 

b) on introduit la sequence d'ADN recombinant dans une construction 
contenant les elements necessaires & son expression, et eventuellement 
des sequences codant pour d'autres polypeptides, 

c) on introduit la construction obtenue en b) dans des cellules hotes qui 
sont ensuite mises en culture dans des conditions dans lesquelles le 
syst£me d'expression de l'ADN de fusion est fonctionnel, de maniere a 
ce que la proteine de fusion soit produite dans la cellule hote, 

d) on r6cup6re la proteine de fusion produite dans la cellule hote et on la 
purifie. 

La cellule hote contenant une sequence nucleotidique codant pour 
une proline de fusion, susceptible d'etre obtenue dans le procede decrit 
ci-dessus est egalement comprise dans I'invention. Cette cellule hote peut 
notamment etre choisie dans le groupe constitue par les bacteries, les 
virus, les levures et les cellules d'eucaryotes, notamment d'eucaryotes 
sup^rieurs. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaitront a 
la lecture des exemples qui suivent. 

Dans ces exemples on sc referera aux figures qui suivent : 
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Figure 1 : Analyse en Western Blot dc Pcxprcssion dc la 
proteine GST-IEl-pp65. 

Des lysats de bacieries transformees avcc les plasmidcs pGEX 2TK (1) 
ct pGEX 2TK/IEl-pp65 (2, 2') ont etc soumis a unc SDS-PAGE puis ti Western 
5 Blot revele par des anticorps anti-GST (A), anti-IEl (B) ci anii-pp65 (C). Des 
marqueurs de masses moleculaires (M) pr£colorcs (Gibco) ont 6ie utilises. 

Figure 2 : La proteine GST-IEl-pp65 induit une proliferation 
specifique du clone TCD4+ BeA3G9 en presence dc PBMC. 
10 Les cellules du clone BeA3G9 ont et£ incubees en presence dc PBMC 

irradiees de phenotype HIA-DR8 et d'antigene GST ou GST-IEl-pp65. La 
proliferation des cellules du clone a ete determinee par ^incorporation de 
[ 3 H]-thymidine, mesuree en cpm. 

15 Figure 3 : La lign6e TCD8+ anti-pp65 «Val» lyse des cellules 
d'astrocytome U373MG infectees par CMV Towne. 

La lign6e TCD8+ «Val» generee avec le peptide N9V de pp65 a ete 
utilis£e dans un test de relargage de 5lCr en presence de cellules U373MG 
soit incubees avec le peptide N9V, soit avec le peptide 19Y, soit infectees 

20 par CMV Towne (5moi) pendant 4h puis incubation avec le peptide I9Y. Le 
pourcentage de lyse specifique a ete calcule comme indique dans Materiels 
et Methodes. 

Figure 4 : Representation schematique des proteincs 
25 recombinantcs produitcs dans E. coli. 

Les sequences peptidiques correspondant aux epitopes presentes 
par HLA-DR8, HIA-A2 et HLA-B35 et leurs localisations sont representees. 

Figure 5 : La lignec TCD8+ anti-pp65 «Vab» lyse des cellules 
30 B/EBV incubees en presence de la protdinc GST-IEl-pp65 

pretraitee a la trypsinc. 

Les cellules de la lignec «Val» ont ete utilisees dans un test de 

relargage de 51 Cr en presence dc lymphocytes B/EBV autologues pretraitcs 

ou non avec la chloroquinc ( Materiels et Methodes) et les peptides et 
35 proteines comme indique. 
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Figure 6 : Analyse de la production de la proidine His 6 -IEl-pp65 

par des cellules d'inscctcs infcctccs par un Baculovirus 
recombinant. 

Des cellules d'insectes Sf9 ont ct£ infcctccs avec des Baculovirus 
5 recombinants IEl-pp65 pendant 48 h. Les lysais ccllulaircs (1) ont 6ic 
centrifuges, le surnageant (2) passe sur unc eolonne Ni-Agarose et les 
eluats recuperes (3,4). Les differentes fractions ont etc soumises a un SDS- 
PAGE et colorees au bleu de Coomassic. 

10 Exemple 1: Production de ia proteinc de fusion dans des 
bactcries DH5a 

Materiels et Methodes 

15 I-Clonage des ADNc de IE1 et pp65 dans pGEX 2TK 

1-1 Preparation des ADNc IE1 et pp65 

I-M ADNc-IEI 

20 La region du genome viral contenant la sequence codant pour la 

proteine IEI situee dans le fragment C-Hind III de la souche CMV-Towne a 
ete clone dans un plasmide nomme pRL103. Ce plasmide a ete utilise pour 
transfecter des cellules de la lignee astrocytaire U373 MG (designee A2 
(don de R. Lafemina, Merck Sharp and Dohme, WestPoint, PA, USA). Ces 

25 cellules ont ete cultiv£es dans du RPMI-SVF (RPMI 1640 Glutamax, 1 mM 
pyruvate de sodium, 200 u/ml penicilline, 100 »*g/ml streptomycine, 10% 
serum de veau decomplemente) jusqu'i confluence. L'ARN total d'une 
culture de 3 jours a ete prepare selon la technique de Chomzynski et 
Sacchi (14). L'ADNc de IH a ete genere par RT^PCR (Kit Super Script, GIBCO 

30 BRL) sur un aliquot de 5 ng d'ARN total selon les indications du fournisseur 
avec les amorces CI: GATCC GGATCC ATGGAGTCCTCTGCCAAGAGA et C2 : 
CCCGGGGAATTCCrGGl^CAGCCTTGCnXTTAGT. Des sites BamHl et EcoRl ont ete 
introduits dans les amorces CI (extremite 5 1 de IEI) et C2 (extremite 3 1 de 
IEI ) respectivement. Le produit de PCR ainsi obtenu (1480 pb) a ete purifie 

35 sur eolonne S400-HR (PHARMACIA). 



BNSDOCID: <FR 2757169A1_I_> 



2757169 



9 

1-1-2 ADNc-pp65 

Les cellules d'une lign£e fibroblastique humaine (MRC5, Merieux) 
cultivees en BME supplements par 10% de scrum de veau foetal (BME/SVF) 
ont ete infectees par le CMV (souche Towne). Des I'apparition d'un effet 
5 cytopathique, le surnageant contenant le virus a etc recupere et inactive 
par la chaleur (6CTC, 30 mn). Les particules virales ont ete rccoltecs par 
centrifugation (31000g, 4°C, 90 mn) et les capsides ont etc d<§grad6es par 
un traitement avec la proteinase K (BOEHRINGER) (150 \ig) dans 250 \il de 
tampon de lyse (10 mM TrisCl pH 7.5, ImM EDTA, 2% sarcosyl) pendant 

10 30 mn a temperature ambiante. L'ADN viral a et£ extrait au 
phenol/chloroforme puis precipite par I'ethanol absolu. Le culot d'ADN a 
ete seche et solubilise dans 20 ^1 d'eau. Un fragment correspondant a 
l'ADNc de pp65 a ete obtenu par PCR sur un aliquot de 2 (il d'ADN viral en 
utilisant les amorces C3: CCCGGGGAATTCATGGCATCCGTACTGGGTCCC et C4: 

15 GAATTCGGATCCTCAACCTCGGTGCTrmGG complementaires des extremites 5 1 et 
3' du gene de pp65 et contenant respectivement les sites EcoRI et BamHI. Le 
produit de PCR (1670 pb) a et£ purifid sur colonne S400-HR (PHARMACIA). 

1-2 Construction du plasmide pGEX 2TK-IEl-pp65 

20 

1-2-1 Purification des fragments IE1 et pp65 digeres par Bam 
HI et Eco Rl 

Les fragments d'ADNc de IEI et pp65 ont 6t6 prealablement clones 
dans les sites BamHI et EcoRI d'un plasmide pUC18. Des bacteries 
25 competentes DH5a (GIBCO) ont ete tranform^es par 5 a 10 ng de ligation 
IEI/pUC18 ou pp65/pUC18. Les plasmides recombinants ont £te digeres par 
BamHI et EcoRI. Les produits de digestion ont ete s£pares par 
electrophor£se sur gel d'agarose et extraits du gel avec le kit M JetSorb/150 M 
(GENOMED). 

30 

1-2-2 Purification du fragment IEl-pp65 

Une quantite identique des fragments IEI et pp65 digeres par BamHI 
et EcoRI a ete incubee en presence de T4 DNA Ligase. Le melange 
reactionnel a ete soumis a une digestion par BamHI. Les fragments obtenus 
35 pp65-pp65 (3340 pb), IB-pp65 (3150 pb) IE1-IE1 (2960 pb) ont ete separes 
par electrophorese sur gel d'agarose. Le fragment IEl-pp65 a ete extrait du 
gel avec le kit "JetSorb/150" (GENOMED). 
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1-2-3 Clonage de IEl-pp65 dans pGEX 2TK 

Le fragment IEl-pp65 a ete insure dans le site Bamlli du plasmide 
pGEX 2TK (PHARMACIA). Les clones de bacteries recombinantes ont cte 
conserves a -80°C dans du PBS, 3.5% DMSO jusqu'a leur utilisation pour la 
5 purification de la proteine. 

H-Production dc la proteine dc fusion GST-I01-pp65 

Un aliquot de bacteries congelees a -80*C a etc rcmis en suspension 
dans 5ml de milieu LB contenant de Pampicilline (Ap, 50 itg/ml) et mis cn 

10 culture pendant 8 heures a 37°C. La culture, diluee dans 45 ml du meme 
milieu a ete poursuivie pendant 15 heures, reprise dans 500 ml de LB+Ap 
jusqu'a une densite optique (X=600 nm) de 1. La production de GST-IB-pp65 
a ete induite par I'ajout d'IPTG (100 *iM) dans le milieu de culture. Les 
bacteries ont ete recoltees par centrifugation apres 3 heures de culture a 

15 temperature ambiante et conservees a - 80°C. 

La lyse des bacteries et la purification de la proteine recombinante 
par chromatographic d'affinit^ sur une colonne "Sepharose 4-B" greffee 
avec du Glutathion (PHARMACIA) ont 6x6 effectuds selon les indications du 
fournisseur. 

20 Le degre de purete de la proteine a ete controle en SDS-PAGE suivi 

d'une coloration au bleu de Coomassie. L'antigenicit^ de GST-lH-pp65 a ete 
analyst en western-blot en utilisant des anticorps de ch£vre diriges 
contre GST (PHARMACIA, dilution 1/400), et des anticorps de souris diriges 
contre IE1 (surnageant El 3 dilue au 1/10, don du Dr.Mazeron, Hal 

25 Lariboisiere, Paris) et pp65 (NEA 20 dilue au 1/250, DUPONT). Des anticorps 
secondaires couples a la peroxydase RAG/PO, RAM/PO (Nordic) ont ete 
utilises au 1/500. Les proteines ont £te dosees selon la methode de Bradford 
avec le kit M Bio-Rad Protein Assay" (BIORAD). La proteine recombinante 
GST a £te produite et purifiee. 

30 
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Resultats et discussion 

Purification de GST-IEl-pp65 

Nous avons obtcnu en moyenne 1 mg de proteine GST-IEl-pp65 
purifice par chromatographie-glutathion a partir d'une culture de 500 ml 
de DH5a/pGEX 2TK-IEl-pp65. L'analysc en electrophordse en conditions 
denaturantes suivie d'un western blot avec les anticorps anti-GST, anti-IEl 
et anti-pp65 effectuee a partir de lysats de bacteries recombinantes est 
montree sur la figure 1. Un produit correspondant a une masse theorique 
de 145 kDa etait revele par les trois anticorps dans les echantillons 
prepares a partir des bacteries recombinantes. Les bandes de masses 
moleculaires inferieures reconnues par les anticorps sont des produits de 
degradation de la proteine. Ces resultats sont en accord avec la production 
dans ces bacteries d'une proteine resultant de la fusion GST-IEl-pp65 
(Figure 4). La proteolyse de la proteine par la trypsine a ete analysee en 
SDS-PAGE et montre la disparition de la bande de migration correspondant 
a la proteine entiere correlee avec l'apparition d'une bande de faible poids 
moleculaire correspondant a la generation de peptides. Parmi ces 
fragments, et d'apres l'analyse de la sequence de la proteine figure un 
peptide de 15 aa contenant le peptide N9V (voir "Materiels et Methodes" et 
Figure 4). 

Exemplc 2 

Materiels et methodes 

I-Test de lymphoproliferation 

Des cellules (2 x 10«) d'un clone T CD4+ (BeA3G9) restreint par HLA 
DR8 et specifique d'un epitope situe a la position 162-175 de la proteine IE1 
ont ete incubees dans 100 »il de millieu RPM1-SH avec des cellules 
presentatrices d'antigene (lx 105 PBMC) irradiees (2500 rads) de meme 
phenotype HLA- DR. Ces cellules ont etc incubees avec une gamme de 
dilution de la proteine recombinante. Au jour 3, 1 nCi de [3H]-thymidine 
(AMERSHAM) par puits a ete ajoute a la culture. Quinzc heures plus tard, 
l'ADN cellulaire a etc recueilli sur des Hltres en Fibre de verre (PACKARD) 
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et ^incorporation de [3H]-thymidine mesuree dans un compteur p a gaz 
Matrix 9600 (PACKARD). Chaquc mesure a 6t6 realisee en triple. 

II- Gencration d'unc ligncc T CD8+ spccifiquc d'un peptide dc la 
5 proteine pp65 

Des leucocytes du sang p£riphcrique de donncurs seropositifs pour 
le CMV (2 x 106/ml) d^aplotype HL\-A2 ont <ke mis en culture dans des 
plaques 24 puits en RPMI-SH (2 ml). 100 U/ml de "Lymphocult-T-LF 
(BIOTEST, France) ont ete ajoutes a J+3. A J+7, les cellules vivantes ont ete 

10 recuperees dans l'anneau d'un gradient dc ficoll. Ces cellules (5 x 
lOVpuits) ont €x€ incubees en presence de cellules stimulatrices 
autologues (1.5 x 10 6 /puits) en RPMI-SH (2 ml) supplements par 10% de 
«Lymphocult». Les cellules stimulatrices (10 x 10<> cellules/ml) ont ete 
incubees dans du RPMI en presence de 30 ng d'un peptide pr£sente par 

15 HIA-A2 (peptide N9V, Figure 5, Neosystem, France) pendant 1 heure k 37°C 
et ont 6te irradi£es (2500 rads). Les cellules effectrices ont ete restimuldes 
dans les memes conditions tous les 7 jours. La cytotoxicity de la lign^e 
«Val» ainsi obtenue a ete testee au jour 14, Le phenotype CD8+ de la lign6e 
a ete determine par cytofluorimetrie avec Panticorps monoclonal de souris 

20 OKT8. 

HI-Test de cytotoxicity 

III- 1 Dans le contexte dc Tinfeciion par 1c CMV 

25 Des cellules d'astrocytome U373MG d'haplotype HLA-A2 (2 x 105) a 

80% de confluence en RPMI/SVF ont etc in fee tees par le virus CMV-Towne 
k raison de 5pfu/cellule dans des plaques k 6 puits (10 cm 2 ). Apr6s 4h 
d'infection les cellules ont ete marquees avec 100 \iC'\ de Na2 51 Cr04 (lCN f 
France) et lavees en RPML Les cellules effectrices autologues de la lignee 

30 TCD8+ ont et<§ incuWes avec 10-* cellules cibles dans du RPMl/10% SVF (500 
pi) pendant 4 heures a 37°C. Des quantitcs variables dc cellules effectrices 
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ont ete ajoutees aux cibles de fagon a obtenir diffcrents rapports 
effecteur/cible. Alternativement, les cellules ont etc prcincubees toute la 
nuit a 37°C avec soit le peptide N9V soit un peptide reconnu par IILA-B35 
(peptide I9Y, Figure 4, Ncosystem, France) a une concentration finale dc 
5 lOOnM 

Le taux de relarguage spontan£ a 6t6 ddtcrmind par la mesure de la 
radioactivite liberie par des cellules cibles maintenucs en culture pendant 
4 heures. Le pourcentage de lyse specifique a etc calculc cn utilisant la 
formule suivante ([radioactivite mesuree - relarguage spontane / 
10 radioactivite totale - relarguage spontane] x 100). La radioactivite est 
mesuree sur un compteur y Cobra (PACKARD). Chaque mesure est relalisee 
en double. 

III-2 En presence de la proteine GST-IEI-pp65 native ou digcrcc 

15 par la trypsine, avec ou sans chloroquinc 

La proteine purifiee GST-IEl-pp65 a ete desalee par ultrafiltration 
centrifuge avec des unites de filtration "Centricon 10 n (FILTRON), 
lyophilis£e et reprise dans l'eau avant d'etre utilisee sous cette forme ou 
digeree par la trypsine (TCPK, SIGMA, 200 ng pour 900 ng de proteine) dans 

20 un volume de 100 \t\ de tampon Tris [100 mM tris-HCl pH 8.0] pendant 2 
heures & 37° C. Des aliquots preleves avant et apres digestion ont ete 
analyses en SDS-PAGE 

Des lymphocytes B-EBV autologues (1 x 10 6 ) pr6alablement laves et 
irradies (10 4 rads) ont ete preincubes soit avec les antigenes (1 fiM) 

25 pendant 15 heures a 37°C en milieu RPMI-SVF (0.5 ml) en plaque 48 puits 
soit dans du RPMI-SVF 5% / chloroquine 80 \iM (SIGMA) pendant 30 mn 
avant l'ajout des antigenes. Alternativement, les cellules ont ete 
preincubees toute la nuit a 37° C avec soit le peptide N9V soit le peptide I9Y 
k une concentration finale de 10 nM. Au terme de ccttc incubation, les 

30 cellules (50000/ml) ont ete marquees avec 100 nCi de Na2 siCrOa et lav^es en 
RPMI. Les cellules effectrices de la lignce TCD8+ ont etc ajoutees dans les 
memes conditions que pour les cellules d'astrocy tomes. 
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Resultats ct dicusssion 

I- Lymphoproliferation du clone T CD4+ BcA3G9 cn presence dc 
GSTIEl-pp65 

5 La figure 2 montre les resultats de la proliferation du clone BeA3G9 

anti-IEl en presence de-PBMC incuWes avec l'antig£ne recombinant 
purifie GST-IEl-pp65. Le clone proliferait specifiquement puisque en 
presence de la proline GST aucune incorporation de thymidine n'avait etc 
observee. Cette proliferation 6tait du meme ordre que cclle obtenue avec la 
10 proteine de fusion GST-e4 (80% C-terminal d'lEl) ou GST-IE1. Ces resultats 
montrent que la proteine GST-lEl-pp65 a ete correctement appretee par les 
cellules presentatrices d'antigene HLA-DR8 de maniere a presenter un 
epitope de IE1 reconnu par les cellules du clone BeA3G9. 

15 II-Les cellules TCD8+ anti-pp65 de la ligncc «VaU lysent des 
cibles incubees en presence de la proteine GST-IEl-pp65 
dirigee par la trypsinc 

II- 1 La lignde «Val» reconnait un peptide naturel gdnere aprds 
20 infection par le CMV 

La figure 3 montre les resultats d'un test de cytotoxicity effectue 
dans le contexte de Tinfection de cellules d'astrocytome U373MG de 
ph^notype HLA-A2. Une lyse specifique des cibles a ete observee en 
presence du peptide N9V (HLA-A2) alors qu'elle est pratiquement nulle 

25 avec le peptide I9Y (HLVB35), ce qui montre que les molecules du CMH de 
classe I de ph^notype A2 a la surface des cellules U373MG sont chargees 
specifiquement avec le peptide N9V. Lorsque ces cellules ont ete infectees 
par le CMV, une lyse specifique d'un niveau equivalent a celui obtenu avec 
le peptide N9V etait observee. Ceci suggere que la proteine pp65 apportee 

30 par Tinoculum a ete delivree dans le cytosol et appretee de telle sorte 
qu'uri peptide identique ou de structure proche de N9V a ete genere ct 
presente specifiquement aux cellules de la lignee «Val». 
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II-2 Des lymphocytes B/EBV incubes en presence dc la proteine 
GST-IEl-pp65 digcrcc par la trypsinc sont lyscs par la lignec 
anti-pp6S «VaU : effet du traitcnicnt des cellules a la 
chloroquine 

5 Les rdsultats d'une experience dans laqucllc la proteine GST-IE1- 

pp65 ne sensibilisait pas les cibles & la lysc par la lignec «Val» 
contrairement k un echantillon de cette meme fraction prddigdrd par la 
trypsine sont montre sur la figure 5. Lorsquc les cellules 6taient 
pretraitees k la chloroquine et incubtes en presence de la prot&ne 

10 digeree par la trypsine les cibles n'etaient pas lys6es. Une digestion de la 
proteine par la trypsine genere un peptide de 15 aa, N15K, cpntenant le 
peptide N9V (Figure 4). La mise en Evidence d'une lyse des cibles en 
presence de cet hydrolysat sugg^re que le peptide N15K est presente k la 
lignee «Val». De plus, le pretraitement des cellules a la chloroquine 

15 montre que ce peptide a €t€ internalist par les cellules et appret£ dans un 
compartiment de type endo-lysosome sensible a une augmentation de pH. 

Exemple 3 

20 Materiels et methodes 

Clonage dc IEl-pp65 dans le vecteur d'exprcssion *Baculovirus" 
pAcHLT-B, Cotransfcction de cellules d'inscctcs Sf9 avec le 
plasmide recombinant et l'ADN de Baculovirus: 

25 Le fragment IEl-pp65 purifie (exemple 1, §1-2-2) a £te insere au site 

Bglll du plasmide pAcHLT-B (Pharmingen) contenant une sequence 
codant pour un peptide de 6 residus histidine (His^). Les plasmides 

recombinants ont ete caracterises et purifies. Des cellules d'insectes Sf9 
(ATCC CRL1711) ont etc incubees pendant 4h $l 37° C en presence d'un 
30 melange contenant 3 *ig de plasmide et 0,5 \ig d'ADN viral selon le protocole 
propose par Pharmingen. Apres 5 jours dc culture la production dc 
proteine a ete analysee par "Western blot" avec les anticorps monoclonaux 
anti-IEl (E13, Argenc) et anti-pp65 (NEA20, Biosoft). 
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Production et purification dc la proteine His 6 I01-pp65 

Une cinetique dc production de la proteine dans des cellules Sf9 
infect^es a <hd realisde de 0 d 5 jours et analyscc en "Western blot". Des 
lysats de cellules infect6es (Tampon de lysc: Tris 10 mM, NaCl 130mM, 
5 Triton X-100, NaF lOrnM, NaPi lOmM, NaPPi lOmM, pll 7,5, Pharmingen) ont 
6te deposes sur une colonne d'affinit£ Ni-NTA (Qjagcn) et la proteine elu£e 
avec le tampon (NaP04 50mM, NaCl 300mM, Glycerol 10%, Imidazol 0,5M, 
Pharmingen). Le degr£ de purete de la protcine a ete controle en SDS-PAGE 
et coloration au bleu de Coomassie. 

10 

R£sultats 

Purification de la proteine His6lEl-pp65 

La figure 6 montre Panalyse en SDS-PAGE de la proteine HiscIEl- 
15 pp65 produite; par les cellules infectees avec des Baculovirus recombinants 
et purifiee par chromatographic Ni. Ces resultats montrent que la proteine 
represente une part importantc des proteines cellulaires totales et est 
obtenue avec un degr6 de puret£ eleve apres chromatographic 
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KnVENDICATlONS 

5 1. Protcine de fusion, caracterisee en cc qu'cllc comportc au rnoins 

une parlie de la protcine pp65 du cytomegalovirus (ou CMV), ou d'une 
proteine presentant au moins 80% d'homologie avec la protcine pp65, en 
association avec au moins un second fragment peptidique derive du CMV. 

2. Protdine de fusion selon la revendication 1, caractdris^e en ce 
10 que le second fragment peptidique est constitue par la proline IE1 ou Tun 

de ses epitopes, ou par une proteine presentant au moins 80% d'homologie. 

3. Proteine de fusion selon Pune des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que le second fragment peptidique est le fragment e4 de 
la proteine IE1 du CMV, ou un fragment peptidique presentant au moins 

15 80% d'homologie avec ledit fragment e4. 

4. Proteine de fusion selon Tune des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que le second fragment peptidique est : 

a) le fragment delimite par les residus d'amino-acides 162 et 175 de la 
sequence de la proteine IE1 ou, 
20 b) un fragment peptidique presentant au moins 90% d'homologie avec 
ledit fragment mentionne en a). 

5. Proteine de fusion selon Pune des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce qu'elle comporte en outre un fragment peptidique 
derive d'un microorganisme different du CMV. 

25 6. Proteine de fusion selon la revendication 5, caracterisee en ce 

qu'elle comporte un fragment peptidique derive d'une enzyme ii activite 
glutathion-S-transferase (ou GST) ou toute autre sequence "Tag". 

7. Sequence nucleotidique codant pour une proteine de fusion selon 
Pune des revendications 1 a 6. 

30 8. A titre de medicament, proteine de fusion selon Pune des 

revendications 1 a 6, ou sequence nucletotidique selon la revendication 7. 

9. Utilisation d'une proteine de fusion selon Pune des 
revendications 1 a 6 ou d'une sequence nucleotidique selon la 
revendication 7 pour la preparation d'un vaccin destine a prevenir les 

35 infections provoquees par le CMV. 
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10. Composition pharmaceutique, caracterisee cn ce qu'elle contient 

a) au moins une partie de la proteine pp65 du CMV, ou d'une proteine 
presentant au moins 80% d'homologic avec la proteine pp65, en 
association avec au moins un second fragment peptidique derive du 
CMV, ou 

b) des sequences nucleotidiques codant pour les peptides mcntionnes cn 
a). 

11. Composition pharmaceutique selon la rcvendication 10, 
caracterisee en ce qu'elle contient une proteine de fusion selon Tune des 
revendications 1 k 6 ou une sequence nucleotidique selon la revendication 
7, avec des excipients pharmaceutiquement acceptables. 

12. Composition pharmaceutique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre un antigene d'enveloppe du 
CMV. 

13. Proc£d6 de preparation d'une proteine de fusion selon Tune des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'on procede aux etapes suivantes : 

a) on He une premiere sequence d'ADN codant pour au moins une partie 
de la proline pp65 du CMV avec une seconde sequence d'ADN codant 
pour un autre polypeptide derive du CMV de maniere a obtenir une 
sequence d'ADN recombinant codant pour une proteine de fusion, 

b) on introduit la sequence d'ADN recombinant dans une construction 
contenant les elements necessaires a son expression, et eventuellement 
des sequences codant pour d'autres polypeptides, notarnment "Tag", 

c) on introduit la construction obtenue en b) dans des cellules hotes qui 
sont ensuite mises en culture dans des conditions dans lesquelles le 
systeme d'expression de l'ADN de fusion est fonctionnel, de maniere it. 
ce que la proline de fusion soit produite dans la cellule hote, 

d) on recupere la proteine de fusion produite dans la cellule hote et on la 
purifie. 

14. Cellule hote contenant une sequence nucleotidique codant pour 
une proteine de fusion selon Tune des revendications 1 a 6, susceptible 
d'etre obtenue dans le procede selon la revendication 13. 

15. Cellule hote selon la revendication 14, caracterisee en ce qu'elle 
est choisie dans le groupe constitue par les bacteries, les virus, les levures 
et les cellules d'eucaryotes. 



1/6 



2757169 




FIG.1 



BNSDOCID: <FR 27S7169A1_I_> 



2757169 

2/6 



V 



• 7> 5000 n 




concenfrafton (nM) 



FIG.2 



BNSDOCID: <FR__2757189A1 J_> 



•2757169 



3/6 




Effecfeurs/OWes 



FIG.3 



BNSDOCID: <FR 2757169A1_I_> 



2757169 



4/ 6 




BNSDOCID: <FR 2757169A1_I_> 



•2757169 




2757169 




REPUBLIQUE FRANQAISE 

INSTTTUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

PRELIMINAIRE 

6taWi sur fa bate des demieres revendications 
depoeees avant fe commencement de la recherche 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTIMFMtc 



Categone 



Citation du document aveo indication, en cas de besom 
dMpartie* pertinentec 



WO 96 39491 A (VIROGENETICS CORP) 12 
decembre 1996 

* page 141, alinea 4 - page 149, alinea 1 

* page 171, alinea 4 - alinea 5- 
revendications * 



1995 4 26 4 " ° (BI0TEST AG > 2 ™vembre 

* colonne 2, ligne 7 - ligne 28- 
revendications; exemples * 

WO 94 0015G A (HOPE CITY ; PANDE HEM A fUSl- 
RIGGS ARTHUR D (US); ZAIA JOHN A (US) ) 6 ' 
Janvier 1994 " 

* revendications; exemples * 

WO 96 06638 A (BIOVECTOR THERAPEUTICS SA 

ma?s 1996 SANTE RECH ME ° (FR,: BETBEDER ) 7 

* revendications; exemples * 

IXnfS ?f? 21 $A^ J1 J LANDINI MARIA 
PAOLA (IT); RIPALT1 ALESSANDRO (IT)- MAI) 
18 janvier 1996 ' 
revendications; exemples * 



Revendcalions 
concornees 
de la demande 
exammee 



1-4,7,9, 
13-15 



1.7, 
13-15 



1,9 



1,2,6,9 



1 



2757169 



N e (fenreglstremenl 
national 

FA 536201 
FR 9615344 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (lntCL6) 



C12N 
C07K 
A61K 



Date d'achevonwni de la recherche 

6 octobre 1997 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CfTES 

parboulierernent pertinent a tut aaul 
Partjouterernerrt pertinent en oontMnataon av 



X 

Y: 

autre document da Ut mama categone 
* pwrtin * nt * Fencontre rfau moirw une revencSoabon 
ou amere-pian taohnologiqua general 
O : divulgation non-eerite 



■ """^aiwn non cuius 
P : document interoaJaire 



Eiammaleur 



Fuhr, C 



T : tMone ou principe a la base da rinvanton 
fc : document da b»v»tber»eftoiant cfune date antarieure 
* d *P° t ■* qui n a at. pubbe qua oatte date 
dedapot ou qu'a une date posteheure. 
D arte dan. la demande 
L : carte pour tfautrea raisona 



: memtwe da ta meme farrtifle, document 



oormspondant 



BNSDOCID: <FR__ 275 7169A1. 



